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© Procede de preparation de plasmides vecteur capables 
de transformer la bacterie E.coii et d'y promouvoir et 
contr6ler I expression d'un ADN necrologue caracterise en 
ce que on transforme un promoteur. P R en P L , on invente une 
sequence leader optimaiisee pour la fixation du ribosome et 
I initiation, de la traduction, on invente une sequence che- 
vauchant IATG d'initiation de la traduction portant une serie 
de sites de restriction uniques permettant I'insertion et 
I excision d'un ADN heterologue. on verifie que les plas- 
mides portant un ADN heterologue introduit en phase 
" experiment efficacement dans une bacterie h6te approp- 
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PrOC6d6 ** preparation de plasmides caBa hi,c ^ 

transformer »n hflte bacterid F.mM et d . v prn < p 

et contrei er la synthase djun Afi N hetSrnl n n . lo . 
La presente invention se rapporte a la preparation de 
Plasmides portant une sequence d'ADN choisie en vue de 
pouvoir y inserer et eh extraire aisement une sequence 
d'ADN heterologue de facon a ce que cette derniere soit 
exprimee dans la bacterie hflte EscherirM* .mi du 
Plasmide. Elle concerne' egalement les plasmides 
vecteurs ob+enus selon les" procedes reyendiques. Elle 
comprend plus particul ierement la conception d'une 
sequence nucl eot idique r epr.esentant une partie du 
promoteur P t du bacteriophage lambda, une sequence 
representant le leader" d.e i-ARN messpger transcrit a 
partir de ce promoteur, sequence, choisie pour ttre 
optimale pour lMnitiation.de la traduction dudit ARN 
messager, enfin, une sequence de reconnaissance de 
differentes enzymes de restriction de facon a permettre 
1* insertion et 1» excision d'ADN heterologues en phase 
derriere le site d» initiation *de la traduction. 
L' expression d' ADN heterologues en vue d» y diriger la 
synthese de polypeptides dans la bacterie hflte 
E scherichia rnli necessite 1 ♦ util isation de plasmides 
appeles "vecteurs d» expression" . De nombreux vecteurs 
d'expression ont ete decrits dans la litterature. lis 
ont tous en commun les caracteristiques de porter un 
promoteur, soit d'origine bacterienne, soit d'origine 
Phagique, suivi d'un site de fixation des ribosomes et 
dVun site d' insertion d'un ADN heterologue. L'ADN 
heterologue a exprimer est introduit, soit avec son 
site propre d'initiation de la traduction, soit en 
Phase derriere un site d'initiation de la traduction 
porte par le vecteur. 

La presente invention a pour objet la preparation de 
Plasmides capables de transformer des bacteries 
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E. col i « el portant un promoteur dont la sequence 
part iel 1 ement synthetique est celle d' un promoteur Pl 
du bacteriophage lambda, transcrivant un messager dont 
le leader a une sequence choisie pour §tre optimale 
5 pour V initiation de la traduction et possedant une 
sequence, chevauchant le site d* initiation de la 
traduction, telle que Ton puisse la cliver par 
differentes enzymes de restriction. 

Ce procede de preparation de plasmides concus pour 
10 permettre 1* expression d'ADN heterologues dans la 
bacterie E.col i selon la pr6sente invention, est 
caracterise en ce que le plasmide comprend : 

a) un promoteur part iel 1 ement synthetique de sequence 
identique d celle du promoteur P L du bacteriophage 

15 lambda* 

b) une sequence transcrite d partir du promoteur en 
question qui soit un leader considere comme optimal 
pour 1' expression d* un ADN heterologue que l*on peut 
inserer en aval de ladite sequence leader* 

20 c) une sequence de reconnaissance des enzymes de 
restriction Kpnl t Ncol et BamHI & cheval sur le 
site d* initiation de la traduction* 
De plus : 

a) le promoteur de sequence identique & celle du 
25 promoteur P L du bacteriophage lambda est construct & 

partir d'un promoteur P R dont la partie comprise 
entre le site Hindll situe dans la region -35 et le 
site d* initiation de la transcription est remplac6e par 
un fragment synthetique de sequence identique & la 
30 sequence naturelle du Pt • 

b) la sequence leader transcrite d partir du promoteur 
en question est longue de 23 bases suivies d'un codon 
AT6 d' initiation de la traduction, elle comprend un 
site de liaison des ribosomes homologue A 1'ARN 16S du 

35 ribosome sur 9 bases et situe 12 bases en amont de 
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V ATG . 

c) les s6quences reconnues par les enzymes Kpnl . 
Ncol et BamHI sont combinees en une sequence de 
longueur minimum qui est : 

Kpnl ^ BamH I 

GGTACCATGGAT C~C 

\ 1 

Ncol 

De plus : 

a) le promoteur P L et 1e leader transcrit & partir de 
ce promoteur sont construits d partir du promoteur P R 
du plasmide vecteur pCQV2 par remplacement d* un 
fragment Hindll - BamHI de 56 paires de bases par un 
frgment de 60 paires.de bases synthetis* sous forme de 
4 ol igodesoxyr ibonucl £ot ides. 

b) des bacUries hflt e.s . E.col i sont transf orm6es par 
le plasmide obtonu sous a) 9 s£l ect ionnSes , * et isolees 
par crible caracter ist ique., et les vecteurs portfis sont 
c^ract6ris6s par sequengage des regions relevantes* 
Enfin, la sequence 1 eader invent 6e est la suivante : 
AT 6 T A C T A A 6 G AG G T t TIG GTACCATG 

t t 

initiation de la initiation de 

transcription la traduction 

Le proc£d6 faisant l'objet de la prSsente invention est 
plus particul ifcrement caract£ris6 par le choix des 
moyens suivants : 

a) on congoit de modifier le vecteur pCQV2 d'usage 
libre de facon d ce que le promoteur P* qu' il porte 
devierine un promoteur P L en utilisant le fait qu'il 
existe au sein de la region d'homologie -35 de ces deux 
promoteurs, un site de restriction Hindll et que la 
r6gion la plus eloignSe. du site d' init iat ion de la 
transcription par rapport au clivage Hindll est 
identique pour les deux promoteurs* 
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b) on concoit une sequence optimale pour 1'initiation 
de la traduction en prenant celle dont la 
complementarity avec 1 9 ARN 16S du ribosome est la plus 
grande dans les limites de la dimension permise de 
cette sequence et en faisant suivre cette sequence de 
12 bases puis d'un ATG, codon d' initiation de la 
traduction* La distance de 12 bases entre le site de 
fixation du ribosome et le site d* initiation de la 
traduction etant consider6e comme optimale* 

c) on decoupe la sequence ainsi concue en 4 fragments 
monobrins convenables pour fctre synthetises 
chimiquement et 6tre clones en deux etapes distinctes 
permettant un contrOle intermediate du bon 
f onct ionnement du vecteur* 

d> on synthetise chimiquement les 4 fragments dont 
T ensemble couvre la partie du promoteur Pl comprise 
entre le site Hindll de la region d'homologie -35 et 
le site d'initiatior de la transcription ainsi que le 
leader de l'ARN messager et la region portant les sites 
d* insertion choisis* 

e) on insure les 4 fragments synthetiques dans le 
plasmide pCQV2 dive par les enzymes Hindll et 
BamHI et debarrasse du fragment Hindll et BamHI 
de 56 paires de bases d remplacer* 

f ) on transforme des bacteries de la souche HH294 par 
1 * ADN hybride obtenu dans la phase precedente* 

g) on seiectionne* par leur resistance & un 
antibiot ique, les bacteries qui portent un plasmide* 

h) on isole de cette banque les clones porteurs de 
1 ' ADN insere par hybridation avec un fragment 
constitutif de 1'ADN ins6re marque au 3 *P. 

i) . on caracterise le vecteur par sequencage des regions 
relevantes par la methode de Maxam & Gilbert, S partir 
d'un site de restriction proche de l'ADN insere dans le 
plasmide* On obtient alors un premier vecteur* 
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j) on mesure le caractfrre fonctionnel du plasmide en 
insurant en phase derrifcre 1 ' ATG un ADN heUrologue et 
en mesurant au moyen d'un test ELISA le taux. de 
synthase de la proteine codee par 1 ■ ADN heterologue. 
Suivant une variante du proc6d6 faisant l'objet de la 
present e invent ion , 

a) on delete le vecteur obtenu d'un fragment 
Hindlll-Hindlll de 125 paires de bases situees dans 
le gene cl codant pour le represseur des promoteurs 
Pn et P L ♦ 

b) on transformer on selectionne et on caracterise le 
resultat comme decrit plus haut de f) d j)* On obtient 
alors un second vecteur ; te vecteur ne portant plus de 
represseur de son propre promoteur devra §tre utilise 
dans une souche lysogene pour un bacteriophage A 
defectif porteur du gene cl, soi't sous sa forme 
sauvage, soit sous forme d' un mutant thermosensibl e 

Claar). 

Suivant une autre variante du procede, 

a> on insure* deux fragments synthetiques 
compl ementaires de 34 bases dans le vecteur obtenu 
clive par les enzymes BamHI et PvuII debarrasse du 
fragment BamHI - PvuII de 1692 paires de bases. La 
sequence de 34 paires de bases est choisie de facon d 
presenter un maximum de sites de restriction qui par 
ailleurs ne se retrouvent pas en une autre localisation 
dans le vecteur. El 1 e porte notamment les sites 
SacII, Ball . Sail , Xhol . SacI et PvuII . et 
est la suivante : 

BamHI SacII Ball 
6 A T C C CCGCGGTGGCCa' 
Sail Xhol _ SacI PvuII 

6 T C G A C C T C G /T~G C T C A G 

b) on transforms, on selectionne et on caracterise le 
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resultat comme decrit plus haut de f) d j). On obtient 
alors un troisieme vecteur. 

Le precede de preparation de plasmides d' expression 
d* ADN heterologue dans la bacterie E.col i est 
5 caracterise par la combinaison et le choix d' un 
ensemble de moyens detailles ci-aprfes. • 
La construction d' un vecteur d' expression performant 
peut 6tre faite par exemple en modifiant un vecteur 
d> expression banal, par exemple pCQV2 decrit par Queen 

10 (Mol ♦ Appl- Genet . ,2(1983)1-10), en vue d* opt imal iser 
les differents elements influant sur son efficacite. 
Ces elements sont principal ement le taux de 
transcription dependant de la sequence du promoteur et 
plus part icul ierement des regions -35 et -10; ainsi que 

15 T efficacite de 1 • initiation de la traduction 
determinee par la sequence du site de liaison du 
ribosome et la sequence et la distance entre celui-ci 
et l f ATG d* initiation. On trouvera dans Rosenberg et 
Court (Annual Rev. of Genet -13 1979, pp. 319-354) une 

20 comparaison de differentes sequences promotrices 
bacteriennes et de bacteriophages; dans Kastelein, 
R.A., Berkhout, B., Overbeek, G.P. et Van Duin, J. (Gene 
23 (1983) 245-254), Joy, E. , Seth, A.K., Romens, J., 
Sood, A. and Joy, G. (Nucleic Adics Res. 10(1982) 

25 6319-6329), Gheysen, D., Iserentout, D., Derom, C. and 
Fiers, U.(Gene 17 (1982) 55-63), Joy, G. , Khoury, G. , 
Seth, A.K. and Joy, E. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
78 (1981) 5543-5548), Hui, A., Hoyplick, J., 
Dinkelspiel, K. and de Boer, H.A. (The EtlBO J. 3 

30 (1984) 623-629), l'etat des connaissances quant aux 
facteurs influencant T initiation de la traduction chez 
E. col i * 

On peut concevoir une sequence qui paraisse optimale au 
vu des differents criteres tels qu* ils ressortent de la 
35 litterature citee; par exemple: 
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10 



a) la sequence promotrice sera celle du promoteur P L 
du bacteriophage lambda ; 

b) le site de reconnaissance du ribosome sera 
compl ementaire de 1'ARN 16S du. ribosome sur 9 bases et 
la distance entre ce site et l'ATG d' initiation sera 
d' environ 10 paires de bases. En aval de l'ATG 
d' initiation, on peut concevoir une sequence telle que 
un maximum de sites de restriction apparaissent sur une 
distance minimale et que ces sites soient uniques dans 
le vecteur. Cette sequence peut par exemple 6tre concue 
pour commencer par 1.' extremite cohesive d' un site 
SamHI et se terminer par une extremite franche. 

c) on peut creer une telle sequence, par exemple en la 
decoupant en fragments simple brin. de facon optimale, 

15 compte tenu des possibilites de la synthase chimique 
d'ADN que Ton peut trouver decrite dans Narang, S.A. 
(Tetrahedron 39 (1985)f 3-22), et de facon a pouvoir 
realiser le clonage de ce* fragments en deux etapes, un 
premier groupe de 4 fragments se terminant par exemple 

?0 par un site BamHI , les deux derniers fragments ayant 
un site BamHI A leur. extremite 5' sur la fibre 
codante et une site PvuII a leur extremite 3' sur la 
mtme fibre. 

d) la synthese chimique des fragments d'ADN voulus peut 
25 se faire selon differentes methodes dont on trouvera la 

description dans Narang, S.A. (Tetrahedron 32 <1983) 
3-22), Itakura, K. (Trends in Biochem.Sc. (1982) 
442-445), Ohtruka, E. , • Ikehara, 0, and Soli, D. 
(Nucleic Acids Res. 10 (1982) 6553-6570). A titre 

30 d'exemple, on peut utiliser soit la methode des 
Phosphotriesters decrite par Broun, E.L., Belagage, R., 
Ryan, M.J. and Khorama, H.G. (Methods in Enzymology 
6§ (1979) 109), spit celle des phosphites triesters 
decrite par Letsinger, R.L. and Lusford, U.B. (J. Am. 

35 Chem. Soc. 98 (1976) 3655). Ces methodes different 
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par le degre d'oxydation de Tatome de phosphore dans 
les intermediates nucl eot idiques mis en oeuvre lors de 
la reaction de couplage. 

e) L 9 hybridation et la ligation des fragments d'ADN 
5 synthetique entre eu* peut se faire par differentes 
methodes dont on trouvera la description dans Molecular 
Cloning (1982 - Maniatis, T., Fritsch, E.F. and 
Sambrook, J., CSH Publ.). Ces methodes sont basees sur 
le principe de 1' hybridation des sequences 

10 compl6menta*res d'ADN. Elles consistent d melanger les 
fragments d'ADN dans des conditions de temperature et 
de force ionique adequates d la formation des hybrides 
specifiques. La ligation de ces fragments hybrides est 
le resultat de Taction d'une enzyme, par exemple la T4 

15 DNA ligase. La formation in vitro de molecules hybrides 
entre T ADN synthetique double brin & doner et l'ADN 
de vecteurs plasmides s'effectue selon le procede 
decrit dans Molecular Cloning (1982 - Maniatis, T., 
Fritsch, E.F. and Sambrook, J. , CSH Publ.), qui 

20 consiste d melanger les molecules dans des conditions 
de temperature et de force ionique appropriees. C est 
ce protocole qui a ete suivi dans la realisation de 
T invention. L f ADN vecteur employe dans la reaction de 
reci rcul ar isat ion in vitro peut provenir de differents 

25 plasmides. Dans la realisation de cette invention, on 
choisit de preference le plasmide pCQV2 (Queen, C, J. 
Mol . Applied Genet. Z (1983) 1-10) dans lequel on 
clone entre les sites Hindll et BamHI d' une part, 
et BamHI et PvuII d'autre part. 

30 f) La plupart des methodes utilisees pour transformer 
des bacteries par de l'ADN exogene font appel d un 
traitement particulier des bacteries par du chlorure de 
calcium, et visent & optimiser 1'efficacite de 
transformation pour differentes souches de bacteries. 

35 Dans le cadre de 1* invention, plusieurs types de 
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bacteries peuvent servir d'hdtes aux vecteurs utilises. 
On prendra de preference la souche d' Escher i rhj a coli 
MH294 pour les vecteurs portant leur propre represseur, 
et N99 et N5151 pour les vecteurs depourvus de leur 
propre represseur. Leurs conditions de croissance sont 
particulierement commodes. En outre, parmi les 
differents precedes de transformation, on choisit celui 
decrit dans Mandel, M. and Higa. A. (J. Mol. Biol. 
53 (1970) 154). 

g) En raison des marqueurs de resistance aux 
antibiotiques presents dans 1 ' ADN du vecteur, il est 
simple d'isoler les bacteries transformees par TADN 
recombine in vitro. Par exemple, si 1*ADN du vecteur 
porte le gene Tel" , . toute bacterie portant un tel 
vecteur sera resistante a la tetracycline. En outre, si 
^insertion de 1 ' ADN.; dans ■ 1 e vecteur a pour effet 
d' inactiver un gene de resistance a un ant ibiot ique, on 
reper'era les bacteries- .qui .'portent le vecteur 
recombinant par leur sehsib'i 1 ite; a cet ant ibiot ique . De 
preference on choisit ' comme ma'rqueur • de selection le 
caractere Amp* des plasmides construits. 

h) Le crible de selection des clones porteurs de 
l'ADN-synthetique peut se faire selon des methodes 
mettant en oeuvre une sonde synthetique. Cette approche 
est detaillee dans Genetic Engineering, vol.1, 
Williamson, R. Ed., (1981) Academic Press, N.Y. Dans le 
cadre de la presente invention, on utilise de 
preference 1'un ou plusieurs des fragments constitutifs 
de l'ADN-synthetique marque au 3 *p comme sonde 
oligodesoxyribonucleotidique que Ton hybride avec les 
clones de la banque. 

i) La sequence d' ADN creee dans l'un ou plusieurs des 
clones obtenus peut ttre caracterisee par des methodes 
de sequencage decrites dans Maxam, A. 5. Gilbert, U. 
(Methods in En2ymology 45 (1980) 497-559) et dans 
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Sanger, F., Nicklen, S. & Coulson, A . R. (Proc Natl. 
Acad* Sci. USA 74 (1977) 5463). Dans le cadre de la 
prSsente invention, on choisira de preference la 
mSthode de Maxam & Gilbert. 
5 j) On peut alors tester la valeur des plasmides cr66s, 
par exemple en y insurant un ADN hetSrologue dont 
l f expression peut §tre mesurSe par exemple par un test 
ELISA comme d£crit dans Bollen, A., Herzog, A., 
Cravador, A., Herion, P., Chuchana, P., van der 
10 Straten, A- , Loriau, R. f Jacobs, P. 8. Van Elsen, A. 
(DNA 2 (1983) 255-264). 

L 9 exemple non limitatif suivant qui s'applique & la 
construction de vecteurs d' expression & partir du 
plasmide pCQV2 permettra de mieux comprendre 
15 1 • invent ion . 

A * Construction du plasmide vecteur deslgne ci-apres 
par pUUBt219 et obtenu suivant le* revendicat ions 1 A 
4. 

Modification du promoteur P, du vecteur pCQV2 en 

20 promoteur Ei it optimal isation des sequence* 

influencant T initi ation de la traduction . 
Dans le cadre de la pr6sente invention, nous avons 
choisi de modifier le promoteur P» du vecteur PCQV2 
pour en faire un promoteur P L . Pour cela, nous avons 
25 invents la sequence double brin suivante. 

1 10 20 

5'GACATAAATACCACTGGCGGTGATACT 
3*CTGTATTTATGGTGACCGCCACTATGA 
60 50 40 

30 30 40 50 

GAGCACAGCAGCTAAGGAGGTTTTGGT 
CTCGTGTAGTCGATTCCTCCAAAACCA 
30 20 
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A C C A T 6 3' 

TGGTACCTAG 5» 
10 i 

5 Cette sequence est caract6ris6e en ce que : 

a) son extremite 5' (considerant la fibre identique au 
mRNA) est franche et correspond a la coupure par 
1' enzyme Hindll dans la region -35 homologue aux 
promoteurs P. et P L , en ce gu'elle est identique a 

10 la sequence naturelle du P t jusqu'au site 
d» initiation de la transcription (base 34 sur la fibre 
codant e ) , 

b) les 26 bases suivantes sont choisies pour constituer 
un site de reconnaissance par les ribosomes qui soit 

15 optimal, pour que la sequence et la distance separant 
ce site de reconnaissance du site d' initiation de la 
traduction (ATG. bases 58, 59, 60) soit optimale, et 
pour presenter devant cet ATG les sites de 
reconnaissances des enzymes Kpnl et Ncol . 

20 c) son extremite 3' se termine par la partie d» un site 
de restriction BamHI telle qu'elle apparatt apr6s 
clivage d'un ADN par cette enzyme. 

Dans le cadre de la presente invention, nous avons 
choisi de synthetiser cette sequence sous forme de 4 
25 fragments simple brin allant des bases 1 a 27 et 28 a 
60 sur la fibre codante et 1 a 30 et 31 a 64 sur la 
fibre compl ementaire . 

2 - Preparation et ligation des f r agments const i t ut i 
Dans le cadre de la presente invention, on choisira de 
preference de digerer le plasmide pCQV2 par les enzymes 
BamHI et Hindll et d'isoler par 61 ectrophorese sur 
gel d'acrylamide et 61 ectroel ut ion les fragments 
obtenus de 4302, 459 et 125 paires de bases. On 
choisira ensuite de dig6rer le fragment de 459 paires 
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de bases par 1* enzyme Hindlll ce qui genere 2 
fragments de 403 et 56 paires de bases qui sont separes 
par 61 ectrophorfcse; le fragment de 403 paires de bases 
est 6lectroelu6. 
5 Par ailleurs on choisit de ne phosphoryler que les 
fragments de 33 et 34 bases de facon d eviter la 
formation de polymfcres lors de la ligation. On melange 
alors 50 pmoles de chacun des 4 fragments synthet iques ; 
le melange est porte 2' a 90°C et refroidi 

10 lentement jusque 15°C, on ajoute 10* en volume 
d* acetate de sodium 3M et 2,5 vol. d'ethanol, on 
refroidit 20* d -80°C et on centrifuge. Le culot 
est lave a I'ethanol 75* dans I'eau, s6che et 
resuspendu en tampon de ligation (50mM Tris HC1 pH7.4, 

15 lOmM MgCU, lOmfl DTT, Imll spermidine, lmM ATP; 0,1 
mg/ml BSA) . Les trois fragments de pCQV2 de taille 
4302, 403 et 125 egalement en solution en tampon de 
ligation, sont ajoutes £ raison de 40 pmoles de chaque. 
Le melange est incube 16h d 15°C en presence de 5 

20 unites de 1' enzyme T4 DNA ligase. 

3. Transformation des bacteries h fttes MH294 

On procede alors a la transformation de la souche MM294 
("Molecular Cloning 11 , Maniatis, J., Fritsch, E.F., 
Sambrook, J., CSH Ed. 1982) dont le systeme de 
25 restriction est modifie de facon a tolerer la presence 
d'un ADN etranger selon la methode decrite dans 
"Molecular Cloning 11 (Maniatis, J., Fritsch, E.F. and 
Sambrook, J., CSH Ed. 1982). 

4. Obtention de la bangue de clones 

30 En raison du caractere Amp" du plasmide, on peut 
seiectionner les bacteries transformees par simple 
croissance sur milieu contenant de 1 9 ampici 1 1 ine. 
L'ensemble des manipulations decrites ci-dessus a 
conduit a 1* obtention d'une banque de 100 clones dont 

35 une grande partie doit contenir un plasmide de sequence 
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vou 1 ue • 

5 ' Isol.ement des clones de s6guence vouIhp 
On a recherche les clones porteurs d»un plasmide ayant 
la sequence voulue au moyen du fragment de 34 bases 
5 utilise comme sonde. Apres avoir marque cette sonde au 
32 P par une reaction enzymatique donation en 5» de 
la sonde), nous l'avons utilisee pour cribler la banque 
de clones. Prat i quement , on fixe 1 * ADN de chaque clone 
sur feuille de nitrocellulose, suivant la technique de 

10 Grunstein, M. et Hogness. D. (Proc Natl. Acad. Sci. 
USA 78 (1975) 3961) et on l'hybride avec la sonde 
synthetique marquee au "P dans des conditions 
ioniques et de temperature appropriees (0,9 NaCl et 
55°C), la sonde radioactive va reconnattre 

15 specifiquement 1'ADN des clones portant une sequence 
homologue, c'est-a-dire une sequence nucleotidique 
typique du promoteur P L . On visualise les clones 
positifs par autoradiographic. Les clones positifs 
sont alors analyses par restriction par les enzymes 

20 Hindll, BamHI, Ncol . KpnI . Hindlll : a cette 
etape, un clone ayant toutes les proprietes voulues a 
ete retenu, PULB1219. 
6. Seguenc age du clone PULB1219 

On caracterise le plasmide du clone PULB1219 par 
25 1» etablissement de la sequence nucleotidique de la 
region modifiee et des jonctions avec les regions non 
modifiees. A cet effet, l'ADN du plasmide recombinant 
est prepare et clive au site de restriction BamHI 
unique dans le plasmide recombinant. Les extremites du 
30 Plasmide linearise sont alors marquees au 32 P. On 
coupe ensuite le plasmide par l'enzyme EcoRI generant 
deux fragments dont l'un porte a son extremite marquee 
la sequence synthetique. Le fragment marque est alors 
soumis a une s6rie de reactions chimiques conduisant a 
35 la production d» ol igonucleotides marques, de tailles 
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diff6rentes, dont Tanalyse sur gel de Pol yacry 1 ami de 
conduit a 1 1 6tabl issement de la sequence en bases 
,suivant la technique de MaxanwA.II. & Gilbert. N. (Proc 
Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 560). On voit que la 
sequence obtenue est parfaitement conforme d celle 
dSfinie en 1», et jointe aux fragments de pCQV2 de la 
facon choisie. 

B. Construction du plasmide vecteur dSsignfe ci-apr&s 
par PULB1220 et obtenu suivant la revendicat ion 5 . 

1. L* ADN du plasmide PULB1219 est cliv6 par 1' enzyme de 
restriction Hindlll g6n6rant deux fragments. Ceux-ci 
sont s§par6s sur gel de polyacrylamide et le plus grand 
est 6lectro6lu6. 

2. Ce fragment est alors religuG sur lui-m§me g£n6rant 
le plasmide vecteur pULB1220. 

3. Le plasmide vecteur P.ULB1220 est utilise pour 
transformer la souche de E.col i N99 lysogfcne pour un 
A d6fectif portant le gfene cl sauvage. Ceci conduit 
£ Tobtention d' une banque de clones caract6ris6s par 
simple restriction. 

C. Construction du Plasmide vecteur de sign^ ci-aprfes 
par PULB1221 et obtenu suiva nt 1 es revendicat ions 6 a 8. 
1 . Conception d f une sequence d' insert ion/excision 
d' ADN h6t6rologue 

On choisit, pour 1 * ins6rer entre les sites BamHl et 
PvuII du fragment obtenu, la sequence suivante. 

1 10 
5* GATCCCCGCGGTGGCCA 
3 f GGGCGCCACCGGT 
30 20 
20 30 
GTCGACCTCGAGCTCAG 3' 
CAGCTGGAGCTCGAGTC 5* 
10 1 
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presentant notamment les sites de restriction SacII . 
BaU, AccI, Sail , Aval . Xhol . HgiAI . 

Sacl. De plus* 1* insertion de cette sequence dans 
PULB1220 regenfcre les sites BamHI et PvuII . 
5 2. L'ADN du plasmide vecteur PULB1220 est clive par les 
enzymes de restriction BamHI et PvuII. Cette 
digestion genfcre deux fragments, qui sont separes sur 
gel de pol yacryl amide . Le plus grand est purifie par 
electroelution. 

10 3. La sequence choisie est synthetisee sous forme de 2 
fragments monobrins compl ementaires comme decrit plus 
haut . 

4. Les 2 fragments monobrins sont hybrids et liguSs 

comme decrit plus haut. 
15 5* Le plasmide vecteur obtenu est utilise pour 

transformer la souche N99 comme decrit. 

6» La banque de clones obtenue est caract6risee par 

hybridation avec le fragment de 34 bases utilise comme 

sonde, comme decrit. Les clones positifs sont alors 
20 testes pour la presence des sites de restriction portes 

par le fragment synthetique. Le clone pULB1221 est 

retenu. 

7. L* ADN du plasmide vecteur PULB1221 est isole et 
clive par r enzyme IMcoI . Le plasmide linearise est 
25 marque au 3 *P comme decrit, recoupe par T enzyme 
EcoRI et sequence comme decrit. La sequence est 
exactement celle choisie* 

D * lest de 1'efficaci te des Plasmides vecteurs 

PULB1219, PULB1220 et PUIR1991. 

30 1. Afin de tester Vefficacite des plasmides vecteurs 
PULB1219, PULB1220 et pULB1221 f un cDNA codant pour 
Ttx t -ant itrypsine humaine <a-AT) a ete ins6r6 
en phase au site BamHI de chacun d' eux ainsi qu'au 
site BamHI du plasmide vecteur pCQV2 ; pour cela, un 

35 fragment de cDNA de Toci-AT portant un site 
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BamHI d son extr6mit6 NH2 terminale et une 
extr6mit6 franche aprfcs 1e stop, a 6t6 ligu£ comme 
d6crit, avec les plasmides pCQV2, pULB1219> pULB1220, 
cliv£s par BamHI et PvuII . et pULB1221 ciiv6 par 
BamHI et Bal I * Les plasmides recombinants obtenus 
ont 6t6 utilises pour transformer les souches MI1294 
dans les cas de pCQV2 et PULB1219, et N99 dans les cas 
de PULB1220 et pULB1221. Les t ransf ormants ont 
caract§ris6s par extraction & petite 6che11e de leur 
ADN plasmi^ique et restrictions appropriees. Dans le 
cas des plasmides PULB1220 et PULB1221, 1 * ADN 
plasmidique de clones jug6s corrects est utilise pour 
retransf ormer la souche N5151 lysogfcne pour un X 
dSfectif porteur d* un gfcne cl mut6 thermosensibl e 
(cla 9 7>. Les souches ainsi construites, pCQV2 
at -AT dans W1294, PULB1219 at -AT dans 
MM294, PULB1220 «i -AT dans N5151 et PULB1221 
at -AT dans N5151 , sont alors cu1tiv6es & 32°C 
jusqu'3 une density optique de 0,5 d 660 nm* La culture 
est alors divisGe en deux parts dont 1'une reste & 
32°C et l'autre est portSe rapidement & 42°C. 
Aprfes lh30, les cellules sont r6colt6es par 
centrif ugation puis extraites au ]ysozyme et Triton 
X100. L'txi -antitrypsine et les prolines totales 
sont alors mesurSes, la premiere par un test EL1SA au 
moyen d'anticorps de chfcvre et d'anticorps de souris 
couples a la peroxydase, tous deux dresses contre 
I* cxi -ant itrypsine humaine, les secondes par la 
m6thode du folin. Le r6sultat montre que les vecteurs 
PULB1219, PULB1220 et P ULB1221 sont 5 a 10 fois 
sup£rieurs au parent pCQV2. 
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REVINDICATIONS 

1. Procede de preparation de plasmides vecteurs 
capables de transformer un hote bacterien Escherichia 
coU. et d'y promouvoir et contrdler l'expression d'un 
ADN heterologue, caracterise en ce que le plasmide 
comprend : 

a) un promoteur part iellement synthetique de sequence 
identique a celle du promoteur P L du bacteriophage 
1 ambda . 

b) une sequence transcrite a partir du promoteur en 
question qui soit un leader considere comme optimal 
pour l'expression d'un ADN heterologue que 1 ' on peut 
inserer en aval de ladite sequence leader. 

c) une sequence de reconnaissance des enzymes de 
restriction Kpnl, Ncol et BamHI a cheval sur le 
site d» initiation de la traduction. 

2. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
la revendication 1, caracterise en ce que 

a) le promoteur de sequence identique a celle du 
promoteur P L du bacteriophage lambda est construit a 
partir d'un promoteur P» oont la partie comprise 
entre le site Hindll situe dans la region -35 et le 
site d' initiation de la transcription est remplacee par 
un fragment synthetique de sequence identique a la 
sequence naturelle du Pi. 

b) la sequence leader transcrite a partir du promoteur 
en question est longue de 23 bases suivies d'un codon 
ATG d' initiation de la traduction, elle comprend un 
site de liaison des ribosomes homologue a TARN 16S du 
ribosome sur 9 bases et situe 12 bases en amont de 
1 ' ATG . 

c) les sequences reconnues par les enzymes Kpnl . 
Ncol et BamHI sont combin6es en une sequence de 
longueur minimum qui est: 
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Kpnl 



BamHl 



GGTACCATGGATCC 
i » 

Ncol 

3« Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 1 et 2 caracteri&e en ce que: 

a) le promoteur Pl et le leader transcrit & partir de 
ce promoteur sont construits d partir du promoteur P* 
du plasmide vecteur pCQV2 par remplacement d'un 
fragment Hindll - BamHI de 56 paires de bases par un 
fragment de 60 paires de bases synthetise sous forme de 
4 ol igodesoxyribonucl 6ot ides* 

b) des bacteries hfites E»co1 i sont transformees par 
le plasmide obtenu sous a), s6l ect ionnees , et isolees 
par crible caracterist ique et les vecteurs portes sont 
caracterises par sequengage des regions relevantes. 

4* Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 1 a 3 caracterise en ce que la 
sequence leader inventee est la suivante: 



ATGTAC. TAAGGA.GGTTTTGGTACCATG 



5. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 1 & 4 caracterise en ce que le 
plasmide vecteur obtenu est modifie par la deletion 
d'un fragment Hindlll-Hindlll de 125 paires de 
bases dans le gene cI857. 

6. Precede de preparation de plasmides vecteurs selon 
la revendicat ion 5 caracterise en ce que le plasmide 
vecteur obtenu est modifie par. 1 * insertion 
immediatement en aval du site d* initiation de la 
traduction, d* une sequence qui porte un maximum de 
sites de restriction uniques dans le plasmide sur une 



initiation de la 
transcript ion 



initiation de 



la traduction 
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distar.ee fr-mimum en voe de P insertion et de P excision 
d* un ADN heterologue. 

7. Procede de preparation de plasmides vecteurs s^lon 
les revendicat ions 5 et 6 caractense en ce Que la 
sequence est insfcree au site BamHI du plasmide et 
Porte notamment les sequences de reconnaissance des 
enzymes Sacll . Ball . Sail , Xhol, SacI et 
fvull uniques dans le vecteur et repartis sur une 
distance de 34 paires de bases. 

8. Precede de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendications 5 a 7 caracterise en ce que la 
sequence inseree est la suivante: 

BamHI Sacll _ Bal l 

GAT cTTc G C G g't G G C C~~A 

Sail Xhol SacI PvuI I 

G T C G A C"C T C G CT'CAG 1 

9. Plasmides yecteurs capables de transformer un note 
bacterien Escherichia coli et d'y promouvoir et contr6- 
ler 1 'expression d'un ADN het§rologue, caracteris§s en 
ce qu'ils sont obtenus selon les revendications 1 a 8. 
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